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(54) Tide: STABLE FACTOR WW VON WILLEBRAND FACTOR COMPLEX 
(54) Bezeichnung: STABILER FAKTOR VIII/vWF-KOMPLEX 
(57) Abstract 

The invention relates to a stable factor VIII/ von Willebrand factor complex which contains high-molecular von Willebrand factor 
(vWF) multimers and is free of low-molecular vWF molecules and proteolytic vWF decomposition products. The invention also relates to 
a process for preparing said complex. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird ein stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex. der insbesondere hochmolelculare vWF-Multimere enthfllt und frci ist von 
niedermolekularen vWF-Molektllen und proteolytischen vWF-Abbauprodukten. sowie ein Verfahren zur Herstellung dieses Komplexes. 



BN80OCID: <WO 9734930A1_U> 



LEDIGUCH ZVR INFORMATION 

Codes rur Identifizierung von PCT-Vcrtragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die Internationale Anmeldungen gemass dem 
PCT ver6ffentlichen. 



AL Albanicn ES 

AM Armenien FI 

AT Osterreich FR 

AU Australien GA 

AZ Aserbaidschan GB 

BA Bosnien-Herzegowina GE 

BB Barbados GH 

BE Belgien GN 

BF Burkina Paso GR 

BG Bulgarien HU 

BJ Benin IE 

BR Brasilien IL 

BY Bclanu IS 

CA Kanada IT 

CF Zentialafhkanische Republik JP 

CG Kongo KE 

CH Schweii KG 

CI Cote d'lvoirc KP 

CM Kamerun 

CN China KR 

CU Kuba KZ 

CZ Tschechische Republik LC 

DE Deutachland LI 

DK Dtoemark LK 

BE Esiland LR 



Span ten 
Finn land 
Frankreich 
Gabun 

Veretnigtes Kdnigreich 

Georgien 

Ghana 

Guinea 

Griechcnland 

Ungam 

Irland 

Israel 

bland 

Ilalien 

Japan 

KenU 

Kirgisistan 

Demokratische Volksrepublik 
Korea 

Republik Korea 
Kasachstan 
St Lucia 
Liechtenstein 
Sri Lanka 
Liberia 



LS 


Lesotho 


SI 


Stowenien 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


LV 


Lea land 


sz 


Swasiland 


MC 


Monaco 


TD 


Tachad 


MD 


Republik Mokiau 


TG 


Togo 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadschiktstan 


MK 


Die ehcmalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 




Republik Mazedonien 


TR 


TOrkei 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staaten von 


MX 


Mexiko 




Amerika 


NE 


Niger 


uz 


Usbekistan 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslav/ ien 


NZ 


Neuseeland 


ZW 


Zimbabwe 


PL 


Polen 






FT 


Portugal 






RO 


Rumanien 






RU 


Russische Federation 






SO 


Sudan 






SE 


Schweden 






SG 


Singapur 







BNSDOCID: <WO_9734330A1JL> 



WO 97/34930 PCT/AT97/00055 

- 1 - 

Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex 

Die Erfindung betrifft einen stabilen virussicheren Faktor VIII- 
Komplex, der insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere mit hoher 
struktureller Integritat enthalt und frei ist von niedermoleku- 
laren vWF-Molekiilen und proteolytischen vWF-Abbauprodukten. Des- 
weiteren betrifft die Erfindung Verfahren zur Gewinnung und Her- 
stellung eines stabilen Faktor Vlll-Komplexes sowie pharmazeuti- 
sche Praparationen davon. 



Die Blutgerinnung ist ein komplexer ProzeS, der die sequentielle 
Interaktion einer Reihe von Komponenten, insbesondere von Fibri- 
nogen, Faktor II, Faktor V, Faktor VII, Faktor VIII, Faktor IX, 
Faktor X, Faktor XI und Faktor XII einschlieBt. Der Verlust 
einer dieser Komponenten oder die Inhibierung ihrer Funktionali- 
tat fiihrt zu einer verstarkten Blutgerinnungsneigung, die bei 
einigen Patienten lebensbedrohlich sein kann. 

Von Willebrand-Faktor (vWF) zirkuliert im Plasma komplexiert mit 
Faktor VIII, wobei Faktor VIII die Blutgerinnung unterstutzt und 
vWF im Komplex mit Faktor VIII diesen stabilisiert und vor pro- 
teolytischem Abbau schutzt. Durch seine Funktion bei der Piatt- 
chenaggregation greift vWF auch direkt in die Blutgerinnung ein. 
Der vWF ist ein Glykoprotein, welches in verschiedenen Zellen 
von Saugern gebildet und anschlieSend in die Zirkulation frei- 
gesetzt wird. Dabei wird in den Zellen ausgehend von einer Poly- 
peptidkette mit einem Molekulargewicht von ca. 220 kD durch Aus- 
bildung von mehreren Schwef elbrucken ein vWF-Dimer mit einem Mo- 
lekulargewicht von 550 kD gebildet. Aus den vWF-Dimeren werden 
dann durch VerknUpfung weitere Polymere des vWF mit immer hOhe- 
rem Molekulargewicht, bis zu 20 Millionen Dalton, hergestellt. 
vWF existiert daher im Plasma in einer Serie von multimeren For- 
men von einem Molekulargewicht von 1 x 10 6 bis 20 x 10 6 Dalton. 
Es wird vermutet, daB insbesondere den hochmolekularen vWF-Mul- 
timeren eine essentielle Bedeutung bei der Blutgerinnung zu- 
kommt. 

Neben der Carrier-Funktion fur Gerinnungsf aktor VIII besteht fur 
den vWF die Funktion in der Brucken-Bildung zwischen GefaSwand 



BN8DOCID: <WO_9734830A1JU> 



WO 97/34930 



- 2 - 



PCT/AT97/0005S 



und der Piattchen und Piattchenagglutination. Die Grundlage zur 
Piattchenagglutination ist durch die Bindung des vWF an Oberfia- 
chen-Rezeptoren ( Glykoproteine lb, Ilb/IIIa) gegeben. Die Bin- 
dungsstelle innerhalb des vWF zur Bindung an GP lb befindet sich 
im Disulf id-Loop Cys( 509 ) -Cys( 695 ) . Es ist bekannt, daB die 
Piattchenagglutination mit einer Bindung des vWF an das Glyko- 
protein lb beginnt. Nach einem Aktivierungssignal kommt es dann 
zur Bindung des vWF an den Glykoprotein Ilb/IIIa-Komplex und der 
Agglutination. Die Piattchenagglutination setzt somit die Bin- 
dung des vWF an die Oberf l£chenrezeptoren voraus; durch die Bin- 
dung mehrerer Pl&ttchen durch ein vWF-Molekul kommt es in Folge 
zur Agglutination. vWF-Piattchenbindung stellt somit die mole- 
kulare Ursache fUr die PISttchenagglutination dar, 

Bei der HSmophilie ist die Blutgerinnung durch Mangel an be- 
stimmten plasma tischen Blutgerinnungsf aktoren gestOrt. Bei der 
HSmophilie A beruht die Blutungsneigung auf einem Mangel an Fak- 
tor VIII bzw. einem Mangel an vWF, der ein wesentlicher Bestand- 
teil des Faktors VIII darstellt. Die Behandlung der H&mophilie A 
erfolgt in erster Linie durch Ersatz des fehlenden Gerinnungs- 
faktors durch Faktorenkonzentrate z.B. durch Infusion von Faktor 
VIII, Faktor VI 1 1 -{Complexes oder vWF. 

Das vWF-Syndrom besitzt mehrere Krankheitsbilder , die auf eine 
Unter- oder Oberproduktion des vWFs zurlickzuf uhren sind. So 
ftihrt z.B. eine Oberproduktion von vWF zur vermehrten Neigung 
von Thrombosen, wohingegen eine Unterversorgung durch die Abwe- 
senheit oder eine Reduktion von hochmolekularen Formen des vWF 
begriindet ist, die sich dadurch manif estiert , daB eine vermehrte 
Blutungsneigung und eine verl&ngerte Blutungszeit durch eine in- 
hibierte Piattchenaggregation auftritt. Der Mangel an vWF kann 
auch eine ph&notypische Hamophilie A hervorrufen, da der vWF ein 
wesentlicher Bestandteil des f unktionellen Faktor VIII ist. In 
diesen Fallen ist die Halbwertszeit des Faktor VIII derart ver- 
ringert, daB seine Funktion in der Blutgerinnungskaskade beein- 
trachtigt ist. Patienten mit von Willebrand-Syndrom (vWD) weisen 
daher oftmals Faktor VIII-Def izienz auf. Bei diesen Patienten 
ist die reduzierte Faktor VIII-Aktivitat nicht die Konsequenz 
eines Defekts des X-chromosomalen Genes, sondern ist eine indi- 
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rekte Folge der quantitativen und qualitativen Veranderung des 
vWF im Plasma. Die Unterscheidung zwischen Hamophile A und vWD 
kann normalerweise durch Messen des vWF-Antigens oder durcli Be- 
stimmen der Ristocetin-Kof aktor-Aktivitat erfolgen. Sowohl der 
vWF-Antigengehalt als auch die Ristocetin-Kof aktor-Aktivi tat ist 
bei den meisten vWD-Patienten erniedrigt, wogegen sie in Hamo- 
philie A-Patienten normal ist. 

Konventionelle Methoden zur Therapie des von Willebrand-Syndroms 
erfolgen mit aus Plasma gewonnenem vWF, wobei es eine Reihe von 
Ansatzen gibt, vWD-Patienten mit gereinigtem vWF oder Faktor 
VTII/vWF-Komplex zu therapieren. 

Die Reinigung von Faktor VIII oder Faktor VIII-Komplex aus Plas- 
ma oder Kryoprazipitat wird insbesondere dadurch erschwert, daS 
Faktor VIII nur in sehr geringen Mengen im Plasma vorkommt, ex- 
trem labil ist und die Assoziation von Faktor VIII mit vWF unter 
spezifischen Bedingungen reversibel ist. Faktor VIII wird durch 
Reinigung und Konzentrierung aus Plasma gewonnen, jedoch • kann 
es abhangig vom Reinigungsverf ahren zur Instabilitat und Verlust 
der Faktor VIII-Aktivitat aufgrund der Trennung von vWF und Fak- 
tor VIII wahrend der Reinigung kommen. Das Endprodukt ist daher 
oft eine Mischung aus stabilem Faktor VIII-Komplex und instabi- 
lem Faktor VIII, sowie von kontamierenden Proteinen, wie z.B. 
Fibrinogen, Fibronektin oder Vitamin K-abhangigen Proteinen, die 
durch die Reinigung nicht entfernt werden konnten. Aufgrund der 
Instabilitat des gereinigten Komplexes werden Stabilisatoren, 
wie Albumin oder Aminosauren etc., zugesetzt. Die Anwesenheit 
von kontaminierenden Proteinen und/oder Stabilisatoren im gerei- 
nigten Produkt reduzierten jedoch die spezifische Aktivitat des 
Faktor VIII-Komplexes . 

Die EP 0 468 181 beschreibt ein Verfahren zur Reinigung von Fak- 
or VIII aus humanem Plasma durch Ionenaustauschchromatographie, 
Elution des Faktor VIII mit hoher Ionenstarke bei saurem pH und 
Sammeln des Eluats in Anwesenheit eines Stabilisators, wie Hepa- 
rin, Albumin und PEG und Lysin oder Histidin als Antiprotease . 
Die spezifische Aktivitat nach Zugabe von Albumin sinkt jedoch 
von 300 bis 1200 U/mg Protein auf 18-24 U/mg Protein. 
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Madaras et al. (Haemostasis 7:321-331 (1978)) beschreiben ein 
Verfahren zur Reinigung von Faktor VIII an Heparin-Sepharose und 
Elution mit steigenden NaCl -Konzentr a t ionen . Der so erhaltene 
Faktor VIII hatte jedoch nur gerlnge Aktivitat. 

Die US 5,252,709 beschreibt Verfahren zur Trennung von Faktor 
VIII, vWF, Fibronektin und Fibrinogen aus humanem Plasma, wobei 
zuerst Faktor VII I, vWF und Fibronektin an einen Ionentauscher 
von DEAE-Typ gebunden werden und anschlieSend durch steigende 
Salzkonzentrationen vom lonenaustauscher getrennt eluiert wer- 
den. 

Zimmerman et al. (US 4,361,509) beschreiben ein Verfahren zur 
Reinigung von Faktor VIII, wobei der Faktor VIII/vWF-Komplex an 
einen monoklonalen anti-vWF-Antikttrper gebunden wird und Faktor 
VIII vom Komplex durch CaCl 2 -Ionen dissoziiert wird- Der so er- 
haltene Faktor VIII wird anschlieSend tiber einen weiteren Chro- 
matographieschritt in reiner Form gewonnen, muB jedoch durch 
Zugabe von humanem Albumin stabilisiert werden. 

Durch die Expression von Faktor VIII in rekombinanten Zellen 
(Wood et al. (1984), Nature 312:330-337) konnte Faktor VIII gen- 
technisch hergestellt werden, jedoch konnte erst durch Zugabe 
Oder Koexpression von vWF eine kommerziell einsetzbare Ausbeute 
an rekombinantem Faktor VIII erzielt werden. Zur Herstellung 
eines pharmazeutischen Praparates wird vWF jedoch wahrend des 
Reinigungsprozesses bis auf eine unwesentliche Restmenge vom 
Faktor VIII abgetrennt und der gereinigte rekombinante Faktor 
VIII mit Albumin stabilisiert (Griffith et al . (1991), Ann. 
Hematol 63:166-171). 

Fur den Einsatz zur Therapie von Patienten mit Hamophilie A, 
aber auch mit von Willebrand-Syndrom ist ein gereinigter Faktor 
VIII, komplexiert mit vWF, wtinschenswert (Berntorp (1994), 
Haemostasis 24:289-297). Insbesondere wird immer wieder betont , 
daB in Praparaten ohne oder nur einem geringen Gehalt an vWF, 
eine veriangerte Blutungszeit und eine geringe Faktor VIII :C- 
Halbwertszeit in vivo zu beobachten ist. Eine Normalisierung von 
vWF in vivo ist wichtig, urn die Konzentration von Faktor VIII im 
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Plasma sowohl durch Reduktion der Faktor VIII-Eliminierungsrate 
als auch durch die Unterstiitzung der Freisetzung von endogenem 
Faktor VIII, aufrecht zu erhalten ( Lethagen et al. (1992), Ann. 
Hematol . 65:253-259). 

Die DE 3 504 385 beschreibt die Durchfuhrung einer Ionenaus- 
tauschchromatographie zur Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex, 
wobei der Faktor VIII-Komplex Uber Sulf atgruppen gebunden und 
mit Citratpuf fer , Calciumchlorid und NaCl-Gradient eluiert wird. 
Der Faktor VIII-Komplex wird dabei mit einer Konzentration von 
0,5 M NaCl vora Trager eluiert. 

Die EP 0 416 983 beschreibt die Gewinnung von Faktor VIII/vWF- 
Komplex aus menschlichem Plasma durch AusfSllung mit einer Kom- 
bination aus Bariumchlorid und Aluminumhydroxid und anschlieSen- 
de Anionenaustauschchromatographie an DEAE-Fraktogel . 

In der EP 0 411 810 erfolgt die Reinigung von Faktor VIII/vWF- 
Komplex aus KryoprSzipitat mittels Heparin-Af f initStschromato- 
graphie und anschlleBende Elution des Komplexes mit Calcium- 
chlorid. Eine Weiterentwicklung dieses Verfahrens wird in der WO 
93/22337 beschrieben. Zur Entfernung von kontaminierenden Prote- 
inen, wie Fibrinogen und Fibronektin, wird im AnschluB an die 
Elution mit CaCl 2 eine Glycin/NaCl-FMllung durchgef uhrt . , 

Zur Reinigung des Faktor VIII/vWF-Komplexes wurde ebenfalls vor- 
geschlagen, kontaminierende Proteine, wie etwa Fibrinogen, mit 
hohen Konzentrationen an AminosSuren, insbesondere von Glycin, 
auszufSllen, den in Ldsung verbleibenden Faktor VIII/vWF-Komplex 
durch Zugabe eines calcium- und aminosaurehaltigen Puffers zu 
dissoziieren und anschlieSend Faktor VIII und vWF durch Anionen- 
austauschchromatographie getrennt voneinander zu gewinnen (WO 
82/04395). 

Die US 5,356,878 beschreibt die Herstellung von Faktor VIII- 
Komplex, bei dem kontaminierende Proteine (Fibrinogen, Vitamin- 
K-abhSngige Faktoren oder Fibronektin) durch Failung mit Al(OH) 3 
und PEG abgetrennt, Faktor VIII-Komplex in Gegenwart von Glycin 
und NaCl chemisch virusinakt iviert und anschlieSend die nicht 
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Faktor VIII-Komplex-spezif ischen Proteine durch Gelf iltration 
ent f ernt wer den . 

Hornsey et al . (Thromb. Haemost. 57:102-105 (1987)) reinigten 
Faktor VIII/vWF mittels Immunaf f initatschromatographie und er- 
reichten eine spezifische AktivitSt von 45 U Faktor VHI/mg Pro- 
tein und 60 U Ristocetin- Aktivitat/mg Protein. Allerdings ist 
das Endprodukt mit 4% Fibrinogen und 2% Fibronektin und vom Tra- 
ger abgelttsten Maus-Antik6rpern verunreinigt . 

Mejan et al. (Thromb. Haemost. 59: 364-371 (1988)) schlugen vor, 
Faktor VIII/vWF-Komplex mittels Immunaf f initat direkt aus Plasma 
zu reinigen. Der gereinigte Komplex wurde mit humanem Serumalbu- 
min stabilisiert und anschlieBend lyophilisert . Mit den be- 
schriebenen Elutionsbedingungen wurde jedoch eine teilweise 
Freisetzung der AntikOrper von der saule beobachtet, was zu ei- 
ner Kontamination des Eluats mit monoklonalen AntikGrpern fuhrte 
und einen zweiten Reinigungsschritt zur Entfernung der AntikGr- 
per erforderte. Mejan et al. erreichten mit ihrem Verfahren eine 
etwa 1400- f ache Anreicherung des Faktor VIII/vWF-Komplexes mit 
einer spezif ischen Faktor VIII :C-Aktivitat und Ristocetin-Akti- 
vitat von je 20 U/mg Protein, wobei das Produkt alle vWF-Multi- 
mere enthielt. Nach Stabilisierung des Komplexes mit 10 mg/ml 
Albumin wurde ein Stabilitat von 3-4 Monaten bei -20 °C beobach- 
tet. Es wird jedoch immer wieder betont, daS eine besondere 
Schwierigkeit bei der Reinigung des Komplexes darin besteht, die 
Assoziation der Proteine zu erhalten, da beide Komponenten im 
Komplex instabi 1 sind . 

Harrison et al. (Thromb. Res. 50:295-304 (1988)) beschreibt die 
Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex durch Chromatographic an 
Dextransulf at-Agarose. 

Die EP 0 600 480 beschreibt die Reinigung von Faktor VIII/vWF- 
Komplex mittels Anionenaustauschchromatographie, wobei das Elu- 
at, enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, mit Heparin und Albumin 
stabilisiert und gegebenenf alls Lysin und Histidin als Antipro- 
teasen zugegeben werden. 



BNSOOCID: <WO 9734930A1J_j> 



WO 97/34930 



- 7 - 



PCT/AT97/00055 



Kommerziell erhaitliche Faktor VIII/vWF-Pr&parate we i sen zum 
Teil keinen Oder nur einen geringen Anteil an hochmolekularen 
vWF-Multimeren (vWF/HMW) auf und zeigen insbesondere in Abhan- 
gigkeit der Infusionszeit in vivo eine Reduktion der hochmoleku- 
laren vWF-Multimeren ( Lethagen et al. (1992), Ann. Hematol . 
65:253-259 ) . 

Die im Stand der Technik beschriebenen Faktor VHI-Pr&parate 
enthalten zwar zum grOBten Teil das gesamte vWF-Multimerpattern, 
jedoch variieren sie im Anteil an HMW-vWF und LMW-vWF und weisen 
sog. Triplet t-Strukturen auf, die auf einen proteolytischen Ab- 
bau von vWF-Multimeren, insbesondere von vWF/HMW, hinweisen 
(Scott et al. (1993), Sem. Thromb. Hemost. 19:37-47, Baillod et 
al. (1992), Thromb. Res. 66:745-755, Mannucci et al . (1992), 
Blood 79:3130-3137). Die Stabilitat dieser PrMparate ist dadurch 
begrenzt* 

Urn die Pr&parate zu stabilisieren, entweder vor der Virusinakti- 
vierung oder um ein lager stabiles Pr&parat zu erhalten, wird 
immer wieder betont, daS die Zugabe eines Stabilisators, wie 
etwa Albumin, erforderlich ist. 

Alle Faktor VIII-Konzentrate, die durch Reinigung des Proteins 
aus humanem Plasma erhalten werden, oder in Kontakt mit bi.olo- 
gischem Material aus S&ugetieren getreten sind, sind aufierdem 
potentiell mit dem Risiko behaftet, mikrobiologische Oder mole- 
kulare Pathogene, wie z.B. Viren, zu enthalten. Zur Herstellung 
eines sicheren Praparates ist daher auch immer eine Inaktivie- 
rung von pathogenen Organismen notwendig. Effektive Inaktivie- 
rungsverf ahren kOnnen jedoch leicht auch zu einem Verlust der 
biologischen Aktivitat des Faktor VI I I -{Complexes fiihren. So 
stellten Palmer et al . fest (Thromb. Haemost. 63:392-402 
(1990)), daS bei einer Hitzebehandlung zur effektiven Virus- 
inaktivierung auch in Gegenwart eines Stabilisators mit einem 
Aktivitatsverlust zwischen 17% und 30% zu rechnen ist. 

Es wird immer wieder betont, daB Faktor VIII / vWF- Konzentrate mit 
einer intakten Multimerstruktur mSglicherweise einen guten Ein- 
fluB auf die Blutungszeit hatten, da sie die primSre Funktion 
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des vWF, die Piattchenagglutination, ausfuhren und eine habere 
Affinitat zu den Piattchenrezeptoren Glykoprotein lb und 
Ilb/IIIa haben als niedermolekulare vWF-Multimere (LMW-vWF) 
(Mannucci et al. (1987), Americ. J. Hematology 25:55-65). Es 
besteht jedoch die Schwierigkeit , daS wahrend des Herstellungs- 
prozesses von Faktor VIII-Konzentraten ein Abbau insbesondere 
der HMW-vWF-Molekule erfolgt. 

Es besteht daher ein Bedarf an einem Faktor VIII-Komplex mit 
einer ausreichenden spezifischen Aktivitat an Faktor VIII :C und 
vWF-Aktivitat, der eine verbesserte Stabilitat aufweist und der 
auch ohne Zugabe eines nicht-Faktor VIII/vWF-Komplex-spezif i- 
schen Stabilisators ilber einen langeren Zeitraum stabil bleibt. 

Ziel der vorliegenden Erfindung ist es daher, einen Faktor VIII/ 
vWF-Komplex mit einer verbesserten Stabilitat zur Verfugung zu 
stellen. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemafl durch zur Verf ttgungstellen 
eines Faktor VIII/vWF-Komplexes, der insbesondere hochmolekulare 
vWF-Multimere enthait und frei ist von niedermolekularen vWF- 
Molektllen und proteolytischen vWF-Abbauprodukten, gelost. 

Die spezifische Piattchenagglutination gibt das Verhaitnis von 
Ristocetin Co-Faktor-Aktivitat und vWF-Antigengehalt wieder. Ei- 
ne hohe spezifische Piattchenagglutinationsaktivitat gibt daher 
die spezifische Aktivitat der Multimeren an. Im Rahmen der vor- 
liegenden Erfindung konnte sowohl fiir plasmatischen vWF (p-vWF) 
als auch rekombinanten vWF (r-vWF) bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex 
gezeigt werden, daB bei einem hohen Multimerisierungsgrad des 
vWF die spezifische Piattchenagglutination (RistCoF / vWF:Ag) 
wesentlich erhfcht ist im Vergleich zu niedermolekularen Multi- 
meren. 

Niedermolekularer p-vWF (p-vWF/LMW) und niedermolekularer r-vWF 
(r-vWF/LMW) besitzen nur sehr geringe Piattchenagglutination. 

Diese Situation kann dadurch verdeutlicht werden, daB durch die 
sehr kurze vWF-Kette es zu keiner stabilen Verbindung mehrerer 
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Piattchen kommt. Demgegenuber kGnnen hochmolekulare (lange) vWF- 
Multimere mehrere Plattchen miteinander stabil verbinden. 

Es wurde gezeigt, daB sowohl hochmolekularer p-vWF (p-vWF/HMW) 
als auch hochmolekularer r-vWF (r-vWF/HMW) in konzentrationsab- 
hangiger Weise an Plattchen binden und eine hShere spezifische 
Piattchenagglutinationsaktivitat aufweisen als niedermolekulare 
vWF-Multimere. 

Der erf indungsgemafle stabile Faktor VIII/vWF-Komplex besitzt da- 
her eine spezifische vWF-Piattchenagglutinationsaktivitat von 
mindestens 50 U/mg vWF:Ag. 

1m Plasma kommt Faktor VIII/vWF im Komplex in einem molaren Ver- 
haltnis von ungef&hr 1:50 vor* Es wurde f estgestellt , daB dieses 
Verhaitnis im Plasma notwendig ist, urn einen guten Schutz gegen 
proteolytischen Abbau, insbesondere durch Protein C, zu gewahren 
(Vlot et al. (1995), Blood 85:3150-3157), 

GemSLB einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung besitzt 
der erf indungsgemaBe Faktor VIII/vWF-Komplex ein molares Ver- 
haitnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 0,01 und 100. Dies be- 
deutet, daB der Komplex ein Verhaitnis von Faktor VIII-Molekulen 
zu vWF-Molekulen zwischen 1:100 bzw. 100:1 aufweist. Vorzugswei- 
se liegt das molare Verhaitnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 
1:30 und 1:70 betrSgt, besonders bevorzugt bei 1:50, wobei durch 
den hohen Anteil an vWF/HMW im Komplex ein optimales Verhaitnis 
zum Schutz gegen proteolytischen Abbau erhalten wird. 

ErfindungsgemSB wird weiter ein stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex 
zur VerfUgung gestellt, der hochmolekulare plasmatische vWF- 
Multimere mit einer Duplett-Struktur enthait. 

Es wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung f estgestellt , daB 
aus Plasma oder Kryoprazipitat ein durch ein chromatographisches 
Verfahren gereinigter Faktor VI I I -Komplex erhalten wird, der aus 
vWF-Multimermolekulen besteht, die eine Duplettstruktur aufwei- 
sen . Dies war insbesondere deshalb uberraschend, da aus Plasma 
Oder Kryoprazipitat gereinigter vWF oder Faktor VIII/vWF-Komplex 
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nur mit einer Triplettstruktur der vWF-Multimeren bekannt war. 
Diese Triplettstrukturen entstehen durch proteolytischen Abbau 
von vWF-Multimeren und weisen auf eine Instabilitat der vWF- 
Multimere hin. Von Palmer et al. (Thromb. Haemost. 63:392-402 
(1990)) wurde beschrieben, daS bei der Herstellung von Faktor 
VIII-Konzentrat aus heparinisiertem Plasma und anschlieSender 
Virusinaktivierung das normale Triplettmuster sich verandert, 
und die Intensit&t der Triplett-Bande mit dent niedrigsten Mole- 
kulargewicht stark zunimmt, was auf einen verstSrkten proteoly- 
tischen Abbau der vWF-Multimere hinweist. Im Gegensatz dazu wird 
bei der vorliegenden Erfindung ein Faktor VIII/vWF zur Verfugung 
gestellt, dem dieses vWF-Abbauprodukt vollkommen fehlt und der 
im wesentlichen die 2 Banden des ursprlinglichen Tripletts mit 
dem hGheren Molekulargewicht enthait, 

GemaB einer weiteren Ausf tthrungsf orm der Erfindung wird ein sta- 
biler Faktor VIII/vWF-Komplex zur Verfvlgung gestellt, der hoch- 
molekulare rekombinante vWF-Multimere mit einer Singulett-Struk- 
tur enthait. Es wurde durch Multimeranalyse f estgestellt , daB 
die vWF-Multimeren von rekombinantem vWF lediglich eine Singu- 
lettbande aufweisen, eine hohe strukturelle Integritat besitzen 
und frei sind von jeglichen proteolytischen vWF-Abbauprodukten. 
Der erf indungsgemSBe Faktor VIII-Komplex, enthaltend hochmoleku- 
lare rekombinante vWF-Moleklile mit einer hohen strukturellen 
Integritat, ist daher sehr stabil und frei von niedermolekularen 
vWF-Multimeren und vWF-Abbauprodukten. 

Der erfindungsgem£Be stabile Faktor VIII/vWF-Komplex ist vor- 
zugsweise frei von Plasmaproteinen, insbesondere von Plasmapro- 
teasen, und frei von Fibrinogen und Fibronektin. Da Plasmaprote- 
asen und Plasmaproteine, insbesondere aktivierte Plasmaproteine, 
wie Protein C, Faktor Ila oder Faktor IXa, vWF Oder Faktor VIII 
proteolytisch degradieren und der erf indungsgemaBe Komplex frei 
von Plasmaproteinen ist, besitzt er eine erhfihte Stabilitat und 
Integritat der Proteine im Komplex. 

Der erf indungsgemaBe Komplex besitzt gegen proteolytischen Abbau 
eine erhGhte Resistenz, wodurch er beispielsweise bei Raumtempe- 
ratur, flir mindestens 48 Stunden, vorzugsweise fur mindestens 6 
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Tage stabil ist, und in lyophilisierter Form bei 4°C Oder Raum- 
temperatur mehr als 2 Jahre lagerstabil ist. 

Der erf indungsgemaBe Faktor VIII/vWF-Komplex ist: derart stabil, 
daB er als virussicherer Komplex zur Verfugung gestellt werden 
kann. Die Virussicherheit ist durch Verf ahrensschritte zur Be- 
handlung des Komplexes zur Inaktivierung von Viren bzw. Abrei- 
cherung von Viren gewahrleistet . 

Zur Inaktivierung von Viren eignet sich insbesondere eine Hitze- 
behandlung in L6sung bzw. festem, vorzugsweise lyophilisiertem 
Zustand, welche sowohl lipidurahullte als auch nicht-lipidumhull- 
te Viren veriaBlich inaktivieren kann. Beispielsweise wird der 
erfindungsgemSBe Komplex gemaB der EP 0 159 311 in festem, nas- 
sen Zustand hitzebehandelt . Andere Verfahren zur Virusinaktivie- 
rung umfassen auch die Behandlung mit Detergenzien oder chaotro- 
pen Substanzen, beispielsweise gem&B der EP 0 519 901, WO 
94/13329, DE 44 34 538 und EP 0 131 740. 

Gem&B einen weiteren Aspekt der Erfindung wird ein stabiles, vi- 
russicheres Faktor VIII -Komplex-Konzentrat , enthaltend insbeson- 
dere hochmolekulare vWF-Multimere mit hoher struktureller , Inte- 
gritat, zur VerfUgung gestellt. Die hochmolekularen vWF-Multime- 
ren bestehen vorzugsweise aus einer Singulett- oder einer.Dup- 
lett-Struktur und sind frei von niedermolekularen vWF-Multimeren 
und proteolytischen Abbauprodukten des vWF. Es hat sich uberra- 
schenderweise gezeigt, daB das erf indungsgemaBe Faktor VIII- 
Komplex-Konzentrat derart stabil ist, daB eine Behandlung zur 
Virusinaktivierung, wie etwa oben beschrieben, die Stabilitat 
der Proteine, insbesondere der hochmolekularen vWF-Multimere im 
Komplex nur unwesentlich beeintrachtigt und daB dadurch die spe- 
zifische Aktivitat von Faktor VIII :C und vWF-Ristocetin-Aktivi- 
tat im Faktor VI I I -Komplex oder Faktor VII I -/Komplex-Konzentrat 
bei einem Virusinaktivierungsschritt nur bis zu maximal 10% her- 
abgesetzt ist. Bei bisher bekannten Faktor VIll-Komplex-Konzen- 
traten war bei der Virusinaktivierung mit einem Verlust der 
Aktivitat zwischen 20 und 30 % zu rechnen. Der erf indungsgemaBe 
Faktor VIII/vWF-Komplex zeigte im Neoantigentest keine Verande- 
rungen der Antigenstruktur nach dem Virusinaktivierungsschritt, 
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was die Stabilitat der Proteine im Kornplex bestatigt. Aufgrund 
der hohen Stabilitat der hochmolekularen vWF-Multimeren ist auch 
eine hohe spezifische Piattchenagglutinationsaktivitat von min- 
destens 50 U/mg vWF:Ag im erf indungsgemaBen Faktor VI I I -Kornplex- 
Konzentrat gewahrleistet. 

GemaB einer besonderen Ausf tthrungsf orm enthait das erf indungsge- 
maBe stabile, virussichere Faktor VIII-Komplex-Konzentrat Faktor 
VIII und vwF in einem molaren Verhaitnis von Faktor VIII zu vWF 
zwischen 0,01 und 100, vorzugsweise zwischen 0,05 und 1. Das 
Faktor VI I I - Kornplex -Konzentrat ist insbesondere frei von Plasma- 
proteinen, insbesondere von Plasmaproteasen, und frei von mikro- 
biologischen und raolekularbiologischen Pathogenen. 

Zur Verbesserung der Stabilitat von gereinigten Proteinen werden 
gewbhnlicherweise Stabilisatoren, wie etwa Albumin, zugesetzt. 
Dabei wird jedoch durch die Zugabe des Fremdproteins die spezi- 
fische Aktivitat des gereinigten Proteins herabgesetzt . vWF ist 
ein naturlicher Bestandteil des Faktor VIII-Komplexes . Es wurde 
gefunden, daB durch Zugabe von hochmolekularen vWF-Multimeren 
(vWF/HMW) zu einer gereinigten Faktor VIII-Fraktion aus Plasma 
Oder aus rekombinanten Zellkulturen die Stabilitat von Faktor 
VIII erhGht wird. Ebenso wurde gefunden, daB durch Zugabe von 
vWF/HMW zu einem gereinigten Faktor VI I I -Kornplex die Stabilitat 
des Komplexes verbessert werden kann. Auf den Zusatz von ubli- 
cherweise verwendeten Stabilisatoren kann daher verzichtet wer- 
den. In Ausnahmef alien kann gegebenenf alls auch wahrend der Ge- 
winnung ein Proteaseinhibitor zugesetzt werden, urn die intakte 
Struktur, insbesondere der vWF/HMW zu erhalten. 

Erf indungsgemafl wird weiter eine pharmazeutische Zusammenset- 
zung, enthaltend einen erf indungsgemSflen stabilen Faktor 
VIII/vWF-Komplex oder ein erf indungsgemaBes virussicheres , sta- 
biles Faktor VIII-Komplex-Konzentrat , zur Verfiigung gestellt. 

In einer besonderen Ausf iihrungsf orm enthait die pharmazeutische 
Zusammensetzung einen physiologisch akzeptablen Trager oder Puf- 
fer. Die Formulierung der erf indungsgemaBen pharmazeutischen 
Preparation kann in an sich bekannter und Ublicher Weise erfol- 
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gen, z.B. mit Hilfe von Salzen und gegebenenf alls Aminos&uren, 
aber auch in Gegenwart von Tensiden vorgenommen werden. Aufgrund 
der oben beschriebenen hohen Stabilitat des (Complexes kann auf 
die ilblicherwelse verwendeten Stabilisatoren Oder Protease-Inhi- 
bitoren in der pharmazeutischen Zusanunensetzung gegebenenf alls 
auch verzichtet werden. 

Der erf indungsgem&Be stabile Faktor VIII/vWF-Komplex wird vor- 
zugsweise als hochreines Produkt erhalten, welches durch chroraa- 
tographische Reinigungsverf ahren erhalten wird. Die chromatogra- 
phische Reinigung erfolgt insbesondere durch lonenaustauschchro- 
matographie und/oder Af f initatschromatographie. Dafiir konnen 
u.a. Materialien zum Anionenaustausch, wie synthetische TrSger- 
materialien Oder Trager auf Kohlehydratbasis, mit Liganden, wie 
DEAE, TMAE-, QAE- , Q- , oder Aminoalkylgruppen herangezogen wer- 
den, bzw. fiir die Af f initatschromatographie Trager mit: immobili- 
sierten Substanzen, die eine spezifische Affinitat fiir vWF auf- 
weisen. Geeignete Af f initatsmaterialien enthalten beispielsweise 
Heparin. 

Gem&B einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird da- 
her ein Verf ahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF- 
Komplex zur Verfttgung gestellt. Dabei wird Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex aus einer Proteinlttsung bei einer niedrigen Salzkonzentra- 
tion an einen Af f initatstrager , vorzugsweise einen Heparin-Af f i- 
nitatstrager, gebunden und stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex bei 
einer hohen Salzkonzentration gewonnen. Der Komplex wird dabei 
vorzugsweise an inunobilisiertes Heparin bei einer Salzkonzentra- 
tion von £ 150 mM gebunden und bei einer Salzkonzentration von 
> 200 mM und < 300 mM eluiert. In einer besonders bevorzugten 
Aus fiihrungs form der vorliegenden Erfindung wird Faktor VIII/vWF- 
Komplex in einem CaCl ? -freien Puffersystem durchgef uhrt . Auf 
diese Weise lassen sich Faktor VIII/vWF-Komplexe , enthaltend 
niedermolekulare vWF-Molekule bzw. hochmolekulare vWF-Molekiile, 
selektiv voneinander trennen und Faktor VIII/vWF-Komplex , ent- 
haltend insbesondere hochmolekulare vWF-Molekiile, kann bei einer 
hGheren Salzkonzentration gewonnen werden. Fur die Elution sind 
lttsliche ein- und zweiwertige Salze verwendbar. Vorzugsweise 
wird NaCl verwendet. Calciumsalze sind fur die Elution nicht 
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geeignet. 

Das erf indungsgem&Se Verfahren wird vorzugsweise an einer Hepa- 
rin-Af f initatschromatographie-SSule durchgef iihrt . FUr die Affi- 
nitatschromatographie kann jeder Trager, an den Heparin gebunden 
werden kann, verwendet werden. Als gut geeignet erwiesen sich 
zum Beispiel AF-Heparin Toyopearl® ( ein synthetisches, groBpori- 
ges, hydrophiles Polymer auf der Basis von Methacrylat) 
(Tosohaas), Heparin EMD Fraktogel® (ein synthetisches, hydrophi- 
les Polymer auf der Basis von Ethylenglykol, Methacrylat und 
Dimethylacrylat ) (Merck) oder Heparin Sepharose Fast Flow® (ent- 
haltend natOrliche Dextran-bzw. Agarosederivate ) (Pharmacia), 

Im erf indungsgem&Ben Verfahren wird als Puffersystem eine Puf- 
ferlGsung bestehend aus Puf f ersubstanzen, insbesondere Tris/HCl, 
Phosphatpuf f er oder Citratpuf f er , und gegebenenf alls Salz ver- 
wendet, die vorzugsweise frei von Stabilisatoren, AminosSuren 
oder anderen Zusatzen ist. 

Die Af f initStschromatographie wird vorzugsweise in einem pH-Be- 
reich von 6,0 bis 8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,4 
durchgef tihrt . 

Beim erf indungsgemSBen Verfahren wird eine Proteinlesung, ent- 
haltend Faktor VIII/vWF-Komplex, wie etwa eine Plasmaf raktion, 
ein Kryoprazipitat oder ein zellfreier Kulturviberstand von 
transformierten Zellen, eingesetzt. Die Lbsung kann auch eine 
angereicherte Proteinf raktion eines chromatographischen Ver- 
f ahrens sein . 

Nach dem erf indungsgem&Ben Verfahren zur Gewinnung des Faktor 
VIII/vWF-Komplexes l&Bt sich auf effiziente und einfache Weise 
ein Faktor VIII/vWF-Komplex, im wesentlichen enthaltend hoch- 
molekulare vWF-Multimere, erhalten. Nach diesem Verfahren l&Bt 
sich deshalb ein physiologisch besonders aktiyer Faktor VIII/ 
vWF-Komplex mit guten Ausbeuten und in hoher Reinheit herstel- 
len. Der so gewonnene Faktor VIII/vWF-Komplex zeichnet sich ins- 
besondere durch eine spezifische Aktivit&t von Faktor VIII :C von 
mindestens 50 U/mg Faktor VIII :Ag und eine spezifische vWF- 
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Pl&ttchenagglutinationsaktivitSt von mindestens 50 U/mg vWF aus 
und 1st insbesondere frei von niedermolekularen vWF»Multimeren 
und vWF-Abbauprodukten . 

GemSfl einem weiteren Aspekt der vorliegenden Erfindung wird ein 
Verfahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF-Komplex zur 
Verfiigung gestellt, bei dem Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer 
unreinen ProteinlOsung an einen Anionenaustauscher gebunden und 
kontaminierende Plasmaproteine bei einer Salzkonzentration von 
< 200 mM in Anwesenheit von Calciumsalz selektiv eluiert werden. 
AnschlieBend wird Faktor VIII/vWF-Komplex vom Anionenaustauscher 
mit einer Salzkonzentration zwischen < 200 und < 400 mM erhal- 
ten. Dabei wird ein Faktor VIII/vWF-Komplex , im wesentlichen 
enthaltend hochmolekulare vWF-Multimere, gewonnen. 

Zur Durchfiihrung des erf indungsgemSSen Verfahrens kann als un- 
reine ProteinlSsung, enthaltend Faktor VIII/vWF-Komplex, z.B. 
eine Plasmaf raktion, ein KryoprSzipitat Oder ein zellfreier 
Kulturiiberstand von transf ormierten Zellen eingesetzt werden. 

Die durch die Calciumsalze entfernten kontaminierenden Proteine 
sind insbesondere Plasmaproteine, darunter Vitamin K-abhangige 
Faktoren, wie z.B. Faktor II, Faktor IX, Protein C, Protein S, 
Plasmaproteasen wie Plasminogen, Fibronektin oder Fibrinogen. 
Das Entfernen der unspezif ischen Proteine erfolgt insbesondere 
mit CaCl 2 als Calciumsalz im Elutionsmittel in einer Konzentra- 
tion zwischen 1 mM und 15 mM, vorzugsweise von 10 mM. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wurde gefunden, dafl das 
bisher eingesetzte Verfahren der Aluminiumhydroxid-Behandlung 
zur Abtrennung von Vitamin K-abhSngigen Proteinen, Fibrinogen 
Oder Fibronektin nicht ausreichend ist, urn diese Proteine voll- 
standig zu entfernen. Durch die Elution in Anwesenheit von Cal- 
ciumchlorid wurde jedoch gewMhrleistet , daB diese Plasmaproteine 
im wesentlichen' eliminiert werden und ein Plasmaprotein-f reier 
Faktor VIII/vWF-Komplex gewonnen wird. 

Die Anionenaustauschchromatographie wird vorzugsweise in einem 
pH-Bereich von 6,0 bis 8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 
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7,4, vorgenommen . 

Die Elution des bei der Anionenaustauschchromatographie an den 
Anionenaustauscher gebundenen Faktor VIII/vWF-Komplexes erfolgt 
vorzugsweise durch Erhbhung der Salzkonzentration. 

Als Anionenaustauscher wird vorzugsweise ein Anionenaustauscher 
vom quaternSren Aminotyp, insbesondere ein Fraktogel mit Tenta- 
kelstruktur und insbesondere EMD-TMAE- Fraktogel verwendet. 

Vorzugsweise wird Faktor VIII/vWF-Komplex an den Anionenaustau- 
scher bei einer Salzkonzentration von £ 200 mM gebunden und bei 
einer Salzkonzentration von > 270 mM, vorzugsweise bei > 350 mM, 
Faktor VIII/vWF-Komplex, im wesentlichen enthaltend vWF/HMW, 
eluiert. Als Salze sind lGsliche ein- und zweiwertige Salze ein- 
setzbar, wobei NaCl bevorzugt ist. 

Vorzugsweise wird der durch die Anionenaustauschchromatographie 
gereinigte Faktor VIII-Komplex weiterhin durch eine Affinit&ts- 
chromatographie, vorzugsweise an immobilisertem Heparin, in 
einer Puf f erlttsung, bestehend aus Puf f ersubstanzen und gegebe- 
nenf alls Salz , chromatographisch gereinigt . 

In einer besonderen Ausf Qhrungsf orm des erf indungsgemSBen Ver- 
fahrens wird zuerst eine aus Kryoprazipitat gewonnene Faktor 
VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion an einen Anionenaustauscher 
gebunden und nach Abtrennen der Begleitproteine, insbesondere 
der Plasmaproteine, in angereicherter Form Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex, enthaltend im wesentlichen hochmolekulare vWF-Multimere, 
eluiert. In einem weiteren Reinigungsschritt wird das Faktor 
VIII/vWF-Komplex-haltige Eluat mit einem Af f init&tstrager mit 
kovalent gebundenem Heparin in Kontakt gebracht, wobei der Kom- 
plex an den Tr&ger bindet. Nach Entfernen von Fremdsubstanzen 
und Fremdproteinen durch ein geeignetes Elutionsmittel wird der 
Faktor VIII-Komplex vom Af f initatstrager mittels einem ein- oder 
zweiwertigen Salz, vorzugsweise NaCl, in einem Puffersystem 
eluiert . 

In einer weiteren besonderen Ausf uhrungsf orm erfolgt die Durch- 
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fiihrung des Verfahrens mit aus rekombinanten Zellen gewonnenein 
Faktor VIII/vWF-Komplex . Dazu kann ein zellfreier Kulturiiber- 
stand von Zellen, die Faktor VIII und vWF koexprimieren, Oder 
von kokultivierten Zellen, die mit Faktor VIII einerseits und 
mit vWF andererseits transf ormiert sind , verwendet werden . 

Durch das erfindungsgemSBe Verfahren zur Gewinnung eines hoch- 
reinen stabilen Faktor VIII-Komplexes IMBt sich auf einfache und 
effiziente Weise ein hochreiner Faktor VIII/vWF-Komplex, der 
frei ist von AntikSrpern, frei von Plasmaproteinen, physiolo- 
gisch aktiv und frei von mikrobiologisch und molekularbiologi- 
schen Pathogenen ist, erhalten. 

Der aus Plasma oder aus rekombinanten Zellen gewonnene Faktor 
VIII/vWF-Komplex enthSlt gemaS der vorliegenden Erfindung ins- 
besondere hochmolekulare vWF-Multimere, und ist frei von nieder- 
molekularen vWF-Molekulen und vWF-Abbauprodukten. Wird der Fak- 
tor VIII/vWF-Komplex aus Plasma oder Kryoprazipitat gewonnen, so 
bestehen die vWF/HMW insbesondere aus Duplettstrukturen mit ho- 
her Stabiliat. Aus rekombinanten Zellen gewonnener Faktor VIII/ 
vWF-Komplex enth&lt hochmolekulare vWF-Molekiile mit einer : ,Singu- 
lettstruktur, hoher Stabilit&t und struktureller Integritat. 

Mittels def inierter Chromatographieschritte ist es daher -gem£B 
der vorliegenden Erfindung moglich, FVIII/vWF, frei von anderen 
Gerinnungsf aktoren und weiteren Plasma-Proteasen, zu gewinnen. 
Dies wirkt sich insbesondere auf die Reinheit und Stabilitat des 
Praparates giinstig aus, Der erf indungsgemSB erhaltene Faktor 
VIII/vWF-Komplex liegt daher in einer besonders reinen Form vor. 
Die Reinheit des Komplexes ist vorzugsweise mindestens 90%, be- 
sonders bevorzugt 95%. 

Dadurch, daB der gewonnene Faktor VIII/vWF-Komplex durch den 
hohen Gehalt an hochmolekularen vWF-Multimeren und die Abwesen- 
heit von niedermolekularen Multimeren, vWF-Abbauprodukten, 
Fremdproteinen, wie z.B. Plasmaproteinen, besonders stabil ist, 
ist es nicht unbedingt erf orderlich, Stabilisatoren zum gerei- 
nigten Produkt zuzugeben. Dadurch wird die spezif ische Aktiviat 
des reinen Produkts z.B. bei der Formulierung der pharmazeuti- 
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schen Zusanunensetzung, nicht herabgesetzt und es wird vermieden, 
dafl durch die Zugabe von Fremdproteinen gegebenenf alls Verunrei- 
nigungen Oder infektiSse Partikel in das Produkt eingebracht 
werden. 

In einem weiteren Aspekt der Erfindung wird ein Verfahren zur 
Herstellung eines stabilen Faktor VIII/vWF-Komplexes zur Verfu- 
gung gestellt/ Dabei wird einem liber ein chromatographisches 
Verfahren gereinigten Faktor VIII oder Faktor VIII-Komplex eine 
gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen zugesetzt, 
wodurch ein Faktor VIII/vWF-Komplex mit einem molaren VerhSltnis 
von Faktor VIII zu vWF/HMW zwischen 0,01 ( entspricht 1 Faktor 
VIII: 100 vWF) und 100 (entspricht 100 Faktor VIII :1 vWF ) , vor- 
zugsweise zwischen 0,03 (1:30) und 0,07 (1:70), besonders bevor- 
zugt von 0,05 (1:50) erhalten wird. 

Der Qber ein chromatographisches Verfahren gereinigte Faktor 
VIII oder Faktor VIII-Komplex kann dabei aus einer Plasmafrak- 
tion, einem KryoprSzipitat oder aus einem zellfreien Zellkultur- 
Uberstand von transf ormierten Zellen stammen. 

Die fur das Verfahren zur Herstellung des stabilen Komplexes 
eingesetzte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen kann so- 
wohl aus Plasma, einer Plasmaf raktion, einem Kryopr&zipitat oder 
einem zellfreien Kulturuberstand von transf ormierten Zellen 
stamen. Die gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekii- 
len enthait vorzugsweise eine spezifische Piattchenagglutina- 
tionsaktivt&t von mindestens 50 U/mg vWF:Ag, besonders bevorzugt 
von mindestens 80 U/mg vWF:Ag. 

Zur Herstellung des stabilen Faktor VII I -Komplexes wird eine ge- 
reinigte Fraktion, enthaltend Faktor VIII oder Faktor VIll/vWF- 
Komplex, mit einer gereinigten hochmolekularen Fraktion von vWF- 
Molekvilen in einem gewiinschten molaren Verh^ltnis gemischt. Dazu 
wird in den jeweiligen Fraktionen der Gehalt an vWF, Faktor 
VIII, die Faktor VIII-Aktivitat und spezifische vWF-Aktivitat 
bestimmt und durch Zugabe der entsprechende Menge an vWF/HMW das 
gewunschte Mischungsverhaltnis eingestellt. Vorzugsweise erfolgt 
die Mischung derart, daB ein Faktor VIII /vWF-Komplex entsteht, 
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der ein mo lares Verhaitnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 1:100 
und 100:1, vorzugsweise von 1:50 aufweist. 

GemaB der vorliegenden Erfindung kann jedoch auch ein Faktor 
VIII/vWF-Komplex hergestellt werden, der ein bestinuntes Verhait- 
nis von spezifischer Faktor VIII : C-Aktivitat zu spezifischer 
vWF-Piattchenagglutinationsaktivitat aufweist . Besonders bevor- 
zugt ist dabei ein Komplex, der ein Verhaitnis der spezifischen 
Aktivitaten von 1:1 aufweist. Das gewiinschte Mischungsverhaitnis 
herzustellen, liegt dabei im allgemeinen Wissensstand eines 
Fachmannes . 

Der gem&B der vorliegenden Erfindung zur Verfiigung gestellte 
stabile virussichere Faktor VIII-Komplex sowie das Faktor VIII- 
Komplex-Konzentrat kdnnen sowohl ftir die Behandlung von Hamophi- 
lie A als auch zur Behandlung des von Willebrand- Syndroms einge- 
setzt werden. Da das erf indungsgemaBe Faktor VIII-Komplex-Pra- 
parat im wesentlichen hochmolekulare vWF-Molekiile enthait, eig- 
net es sich insbesondere fur die Behandlung von vWD Typ II. 

Aufgrund des hohen Anteils von hochmolekularen vWF-Multimeren 
besitzt der erf indungsgem^Se Komplex auch eine sehr gute Pharmo- 
kinetik, da die vWF/HWM eine hOhere spezifische Plattchenagglu- 
tination und Stabilitat in vitro und in vivo besitzen und sowohl 
in vitro als auch in vivo Faktor VIII stabilisieren. Durch die 
Stabilitat und strukturelle Integritat der vWF-Multimere im Kom- 
plex ist eine verbesserte Halbwertszeit des vWF und insbesondere 
auch von Faktor VIII gegeben, wodurch gegebenenf alls die Inter- 
valle einer Verabreichung des erf indungsgemaBen pharmazeutischen 
Praparates reduziert werden kbnnen. Damit wird insbesondere das 
Auftreten von inhibitorischen Antikorpern gegen Faktor VIII bei 
Hamophilie A-Patienten, z.B. durch haufige Gaben von Faktor 
VIII -Konzentraten , verhindert . 

Die Erfindung wird anhand der nachf olgenden Beispiele sowie der 
Zeichnungsf iguren naher eriautert, wobei sie jedoch nicht auf 
diese beschrankt ist. 

Es zeigen: 
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Figur 1: SDS-PAGE-Analyse des vWF-Multimermusters der einzelnen 
Fraktionen vor und nach Anionenaustauschchromatographie. 

Figur 2: Nachweis von Faktor II in einzelnen Fraktionen vor und 
nach Anionenaustauschchromatographie und nach Entfernen von 
Faktor II durch Calciumchlorid-Elution . 

Figur 3: Nachweis von Protein S in einzelnen Fraktionen vor und 
nach Anionenaustauschchromatographie und nach Entfernen von 
Protein S durch Calciumchlorid-Elution. 

Figur 4: Nachweis von Faktor IX in einzelnen Fraktionen vor und 
nach Anionenaustauschchromatographie und Entfernen von Faktor IX 
durch Calciumchlorid-Elution. 

Figur 5: Nachweis von Plasminogen in einzelnen Fraktionen vor 
und nach Anionenaustauschchromatographie und Entfernen von 
Plasminogen durch vorangegangene Lysin-Sepharose. 

Figur 6: SDS-PAGE-Analyse des vWF-Multimermusters der einzelnen 
Fraktionen vor und nach Heparin-Af f initatschromatographie. 

Figur 7: Multimeranalyse von p-vWF und r-vWF vor und nach Hepa- 
rin-Af finitatschromatographie. 

Figur 8: Vergleich der Bindung von r-vWF/HMW und p-vWF/HMW an 
Plattchen und graphische Darstellung der zugegebenen Menge an 
vWF und Pl&ttchen-gebundener Menge an vWF. 

Figur 9: Bindung von p-vWF/HMW und r-vWF/HMW an Piattchen und 
Multimeranalyse . 

Beispiell: 

Reinigung von Faktor VIII/vWF-Komplex durch Anionenaustausch- 
chromatographie 

10 g Kryoprazipitat wurden mit 70 ml Na-Acetat, pH 7,0, 160 mM 
NaCl und 50 U/ml Heparin bei 30 °C fur 10 min gelost und bis zum 
vollst&ndigen Auslosen bei Raumtemperatur fur weitere 30 min in- 
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kubiert. Die LSsung wurde auf 15 °C abgektihlt und bis zur Entfer- 
nung ungelttster Bestandteile zentrifugiert und der Oberstand mit 
Aluminiumhydroxidgel behandelt. Die L5sung wurde an einen Frac- 
togel-EMD-TMAE-Anionenaustauscher gebunden und zur Entfernung 
von Fremdproteinen der Anionenaustauscher mit 180 mM NaCl und 
200 mM NaCl gewaschen. vWF und FVIII wurden als Komplex an- 
schlieBend mit 400 mM NaCl eluiert. Die Faktor VIII :C- und vWF : 
RistoCoF-Aktivitat des Ausgangsmaterials und der einzelnen Frak- 
tionen wurden bestimmt und sind in Tabelle 1 zusammengef aBt . 

Tabelle 1: Faktor VIII:C und vWFrRistoCoF-Aktivitat des Alumi- 
niumhydroxid-Oberstandes und der Fraktionen der Anionenaus- 
tauschchromatographie 



Probe 


Vo lumen 


vWF:RistCoF 


FVIII :C 




(ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Alu-Uberstand 


147 


1060 


2970 


180 mM Eluat 


254 






200 mM Eluat 


210 






400 mM Eluat 


132 


1590 


2890 



Durch die Anionenaustauschchromatographie konnte Faktor VIII/ 
vWF-Komplex mit einer erhtthten vWF: RistoCoF-Aktivitat erhalten 
werden. Zur Untersuchung des vWF-Polymermusters wurden die ein- 
zelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromatographie iiber SDS- 
PAGE (Laemmli (1970), Nature 227:680-685) analysiert ( Figur 1 
B). Das Polymermuster des vWF im gereinigten Faktor VIII/vWF- 
Komplex zeigt ein identes Bandenmuster und damit die gleiche 
vWF-Polymerzusammensetzung wie im Kryoprazipitat . Die Reinigung 
fiihrte daher nicht zu einem proteolytischen Abbau von hochmole- 
kularen vWF-Multimeren im Komplex. 

Beispiel 2: 

Entfernen von Vitamin K-abh&ngigen Proteinen und Gewinnung von 
hochreinem Faktor VIII/vWF-Komplex 

Ziel der Untersuchungen war es, einen FVI I I / vWF-Komplex zu ge- 
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winnen, frei von Proteasen und anderen Gerinnungsf aktoren. Wie 
in Beispiel 1 beschrieben, wurde aufgelbstes KryoprSzipitat mit 
Aluminium-Hydroxid behandelt, und anschlieBend durch Anionen- 
Austauschchromatographie gereinigt. Zum Entfernen von nicht Fak 
tor VIII/vWF-Komplex-spezif ischen Proteinen wurden bei der Elu- 
tion mit 180 mM NaCl 10 mM CaCl 2 zugesetzt. Die Faktor VIII :C- 
und vWF: RistoCoF-Aktivitat des Ausgangsmaterials und der einzel 
nen Fraktionen wurden bestimmt und sind in Tabelle 2 zusanunen- 
gefaBt. 

Tabelle 2 : Faktor VIII :C- und vWF:RistoCoF-Aktivit&t des Aus- 
gangsmaterials und der einzelnen Fraktionen der Anionenaus- 
tauschchromatographie 



Probe 


Volumen 


vWF:RistCoF 


FVIII :C 




(ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Alu-Uberstand 


146 


1590 


4250 


180 mM Eluat/ 
10 mM CaCl 2 


195 






200 mM Eluat 


127 






400 mM Eluat 


83 


2120 


5140 



Die Eluate wurden mittels SDS-PAGE auf ihr vWF-Multimer-Muster 
untersucht ( Figur 1A ) . 

Aus der Multimer-Analyse geht hervor, daS das 400 mM-Eluat die 
hochroolekularen vWF-Multimere enthait, und ausgehend vom Kryo- 
prSzipitat kein Verlust, insbesondere an hochmolekularen vWF- 
Multimeren, auftritt. Durch den Zusatz von CaCl 2 -Ionen wird nie 
dermolekularer vWF abgetrennt und ein Faktor VIII-Komplex, ent- 
haltend einen hftheren Anteil an hochmolekularen vWF-Molekiilen, 
erhalten (Fig. 1A). Damit ist gezeigt, daB durch das Reinigungs 
verfahren ein proteolytischer Abbau der hochmolekularen vV/F-Mul 
timere vermieden wird und durch Zugabe von CaCl 2 -Ionen selektiv 
niedermolekulare vWF-Molektile, wie etwa Dimere oder Tetramere, 
entfernt werden konnen, wodurch ein Faktor VIII-Komplex, im we- 
sent lichen enthaltend hochmolekulare vWF-Mul timere, gewonnen 
wird. 
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Die einzelnen Reinigungsstufen, enthaltend Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex, wurden auf die Anwesenheit von Vitamin K-abhMngigen Pro- 
teinen vor und wahrend der Anionen-Austauschchromatographie ana- 
lysiert. Dazu wurden einzelne Reinigungsstufen und die einzelnen 
Fraktionen iiber ein SDS-PAGE aufgetrennt, die Proteine auf eine 
Membran transferiert und mittels Westernblot -Analyse die Vitamin 
K-abhSngigen Proteine detektiert. 

a. Nachweis von Faktor II in den einzelnen Reinigungsstufen 

Zum Nachweis von Faktor II in den einzelnen Fraktionen wurde 
polyklonales Serum gegen Faktor II (Assera Faktor II, Stago) als 
1. Antikttrper eingesetzt und mit alkalischer Phosphatase konju- 
giertem polyklonalen Ziegen-anti -Kaninchen- IgG-HRP-Kon j ugat ( Fa . 
Bio-Rad) als 2. Antikorper und anschlieBendem chromogenen Test 
detektiert. 

Aus der Figur 2 ist ersichtlich, daB Kryoprazipitat Faktor II 
enthSlt. Dieser wird trotz vorangegangener Aluminiumhydroxid- 
Fcillung als Verunreinigung bei 400 mM NaCl ( zusammen mit FVIII/ 
vWF) vom Anionenaustauscher eluiert (Spur E). Faktor II kann 
jedoch durch 10 mM CaCl 2 selektiv eluiert werden (Spur FX, und 
vWF/FVIII bei nachf olgender Elution mit 400 mM NaCl f rei -von 
Faktor II gewonnen werden (Spur G). „ 

b. Nachweis von Protein S in den einzelnen Reinigungsstufen 

Zum Nachweis von Protein S in den Reinigungsstufen wurde poly- 
klonales Kaninchen-anti-Protein S-Serum (Assera Protein S, 
Stago) als 1. Antikorper eingesetzt und mit Ziegen-anti-Kanin- 
chen- IgG-HRP-Kon j ugat (Fa. Bio-Rad) als 2. Antikorper und an- 
schlieBendem chromogenen Test detektiert. 

Figur 3 zeigt den Nachweis von Protein S in einzelnen Reini- 
gungsstufen vor und nach der Anionenaustauschchromatographie und 
nach Entfernen von Protein S durch Calciumchlorid-Elution. 

Aus der Figur 3 ist ersichtlich, daB Protein S aus Kryoprazipi- 
tat trotz vorheriger Aluminiumhydroxid-Fallung als Verunreini- 
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gung bei 400 mM NaCl ( zusammen mit FVIII/vWF) vom Anionenaustau- 
scher eluiert (Spur E). Protein S kann jedoch durch 10 mM CaCl 2 
selektiv eluiert werden (Spur F), unci FVIII/vWF bei nachfolgen- 
der Elution mit 400 mM NaCl frei von Protein S gewonnen werden 
( Spur G ) . 

c. Nachweis von Faktor IX In den einzelnen Reinigungsstufen 

Zum Nachweis von Faktor IX in den Reinigungsstufen wurde poly- 
klonales Kaninchen-anti-Faktor IX-Serum ( Assera Faktor XI , 
Stago) als 1. Antikdrper eingesetzt und mit Ziegen-anti-Kanin- 
chen-IgG-HRP-Konjugat (Fa. Bio-Rad) als 2. Antik6rper und an- 
schlieBendem chromogenen Test detektiert. 

Figur 4 zeigt den Nachweis von Faktor IX in einzelnen Reini- 
gungsstufen vor und nach der Anionenaustauschchromatographie und 
selektivem Entfernen von Faktor IX durch Calciumchlorid. 

Aus der Figur 4 ist ersichtlich, daB Faktor IX trotz vorheriger 
Aluminiumhydroxid-Failung als Verunreinigung bei 400 mM NaCl 
(zusammen mit Faktor VIII-Komplex ) vom Anionenaustauscher elu- 
iert. Durch Zugabe von 10 mM CaCl 2 wird Faktor IX jedoch selek- 
tiv eluiert (Spur D) und FVIII/vWF bei nachf olgender Elution mit 
400 mM NaCl frei von Faktor IX gewonnen ( Spur E ) . 

Beispiel 3 : 

Entfernen von Plasmaproteasen und Gewinnung von hochreinem 
Faktor VIII/vWF-Komplex 

Ziel der Untersuchungen war es, ein vWF/FVIII-Praparat zu gewin- 
nen, frei von Proteasen und anderen Gerinnungsf aktoren. Eine we- 
sentliche Verunreinigung des Kryopr&zipitates stellt die Prote- 
ase Plasminogen dar. Diese findet sich auch im FVIII/vWF-Eluat 
(400 mM Eluat) wieder. 

Zur Entfernung von Plasminogen wurde KryoprSzipitat , wie oben 
beschrieben, aufgelOst und mit Aluminiumhydroxidgel behandelt. 
AnschlieSend wurde der Alu-Uberstand durch ein Lysin-Sepharose- 
gel filtriert, und davon direkt auf den Anionenaustauscher 
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( Fractogel EMD TMAE ) aufgetragen. FVIII/vWF wurde, wie beschrie- 
ben, vom Ariionenaustauscher mit 400 mM NaCl eluiert. Die Eluate 
vor und nach der Anionenaustauschchromatographie wurden auf 
Plasminogen mittels Westernblot analysiert ( Figur 5).. Dazu wur- 
den die Proteine mittels SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufge- 
trennt, auf eine Membran geblottet und Plasminogen mit einem 
polyklonalen Kaninchen-anti-Plasminogen-Serum (Stago) als 1. 
AntikSrper und anschlieBendem chromogenen Test detektiert. 

Aus den Ergebnissen ist ersichtlich, daB durch Filtration an 
Lysin-Sepharose die Protease Plasminogen vom vWF/FVIII selektiv 
abgetrennt wird. 

Beispiel 4: (derzeit nach Ansicht der Anraelderin der 

beste Weg zur Ausfuhrung der Erfindung) 

Heparin- Af f init^tschromatographie von F VI I I / vWF -Komp 1 ex 

Fur die Heparin- Af f init&tschromatographie wurde Fractogel AF 
EMD-Heparin verwendet. Als Ausgangsmaterial diente FVIII/vWF, 
der durch Anionenaustauschchromatographie gemSB Beispiel, 2 ge- 
reinigt wurde (400 mM Eluat ) ♦ Zur Reinigung von FVIII/vWF uber 
Af f initatschroraatographie wurden 27 ml des 400 mM NaCl-Fracto- 
gel-Eluats 4-fach mit 81 ml Tris-HCl-Puf f er ( pH 7,4) verdunnt 
und auf die Heparin-Af f initatssaule aufgetragen. Die Saule wurde 
zuerst mit 100 mM NaCl und anschlieBend zum Entfernen unspezi- 
fisch gebundener Proteine mit 160 mM NaCl gewaschen. Der Faktor 
VIII/vWF-Komplex wurde anschlieBend durch Elution der Heparin- 
Saule mit 300 mM NaCl erhalten. Die Faktor VIII :C- und 
vWF: RistoCoF-Aktivitat sowie der vWF: Ag-Gehalt im Ausgangsmate- 
rial und den einzelnen Fraktionen der Anionenaustauschchromato- 
graphie und der Heparin-Af finitatschromatographie wurden be- 
stimmt und sind in den Tabellen 4 A und 4 B zusammengef aBt . 

Tabelle 4 A: Faktor VIII :C- und vWF : RistoCoF-Aktivitat des 
Ausgangsmaterial s und der einzelnen Fraktionen vor und nach 
Anionenaustauschchromatographie 
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Probe 


Vo lumen 


vWF : Ag 


vWF : RistCoF 


FVIII ;C 




(ml) 


_________________ 

(^g/ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Al u - Ube r s t and 


75 


55 


1700 


5260 


180 mM Eluat/ 
10 mM CaCl 2 


64 


21 


43 




200 mM Eluat 


33 


1 






400 mM Eluat 


29 


137 


4250 


9500 



Tabelle 4 B: Faktor VIII :C- und vWF:Rist:oCoF-Aktivitat des 
Ausgangsmaterials und der einzelnen Fraktionen vor und nach 
Heparin-Affinitatschromatographie 



Probe 


Vo lumen 


vWF : Ag 


vWF :RistCoF 


FVIII :C 




(ml) 


(/xg/ml) 


(mU/ml) 


(mU/ml) 


Ausgangsmaterial 


104 


42 


850 


2630 


160 mM Eluat 


42 


11 


43 


650 


300 mM Eluat 


28 


92 


2550 


5840 



Die Eluate der Heparin-Af f initStschromatographie wurden auf vWF- 
Polymerzusammensetzung untersucht ( Figur 6 ) . 

Aus der Figur 6 ist ersichtlich, dafl der hochmolekulare Anteil 
des vWF in der 300 mM NaCl-Fraktion erhalten wird. Diese Frak- 
tion besitzt auch die hGchste Faktor VIII :C- und vWF-Ristocetin- 
Cofaktoraktivitat (Tabelle 4 B). 

Aus der Summe der Ergebnisse ist klar erkennbar, daB sich durch 
die Kombination aus Anionenaustauschchromatographie und Heparin- 
Af finitatschromatographie sowohl vWF, FVIII, als auch deren Kom- 
plex aus KryoprSzipitat isolieren und reinigen lassen. Insbeson- 
dere mittels Heparin-Af finitMtschromatographie ist es mttglich, 
niedermolekulare vWF-Multimere und Abbauprodukte des vWF aus 
Kryopr-zipitat abzutrennen. 
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Beispiel 5: 

Bestimmung der spezifischen Ristocetin-CoFaktor-Aktivit&t von 
gereinigtexn vWF oder vWF-Komplex 

Mittels chroma tographi scher Methoden wurde plasmatischer vWF (p- 
vWF) aus humanem Kryoprazipitat und rekombinanter vWF (rvWF) aus 
dem Fermentationstiberstand rekombinanter CHO-Zellen isoliert und 
gem£B Beispiel 2 gereinigt. Durch Heparin-Af f initatschroraatogra- 
phie und Elution mit unterschiedlichen Salzkonzentrationen wur- 
den Fraktionen mit unterschiedlichem Polymerisationsgrad an vWF 
isoliert ( gemSS Beispiel 4). Insgesamt wurden fiir p-vWF- und 
r-vWF- Fraktionen mit low-molecular-weight vWF (vWF/LMW) bei 120 
mM NaCl, mit medium molecular weight (vWF/MMW) bei 230 mM NaCl 
und high molecular weight (vWF/HMW) bei 300 mM NaCl erhalten. 
Diese Fraktionen wurden auf ihren Gehalt an vWF:Ag mittels ELISA 
(Asserachrom vWF®, Boehringer Mannheim), an Ristocetin-Cof actor- 
Aktivitat (vWF Reagenz, Behringwerke ) , ihre Multimerstruktur 
mittels SDS-PAGE und ihre Plattchenbindung untersucht. 

Figur 7 zeigt die vWF-Polymeranalyse von plasmatischem vWF und 
rekombinantem vWF. 

Besonders auffailig ist # daB vor der Reinigung von plasmatischem 
vWF im KryopSzipitat die vWF-Dimere, -Tetramere oder -Multimere 
als Triplett-Strukturen vorliegen. Diese Triplett-Strukturen 
sind Abbauprodukte von vWF-Multimeren und sind auf im Plasma 
vorkommende Protease zurtickzuf iihren. Nach der Reinigung sind 
insbesondere bei der vWF-MMW und vWF-HMW-Fraktionen nur noch 
Multimere mit Duplett-Strukturen zu erkennen. Durch das chroma- 
tographische Verfahren werden so vWF-Multimere mit veranderter 
Zusammensetzung und Struktur im Vergleich zu im Plasma vorkom- 
menden vWF-Molekiilen erhalten, was auf eine Abreicherung von 
Proteasen und niedermolekularen vWF-Abbauprodukten zuruckzufuh- 
ren ist . 

GegenUber plasmatischen vWF-Multimeren ist bei rekombinantem vWF 
deutlich das Vorkommen nur einer Singulett-Bande in den vWF-Mul- 
timeren zu erkennen. Die rekombinanten vWF-Multimer-Molekule 
weisen eine hohe strukturelle Integritat auf und enthalten keine 
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proteolytischen Abbauprodukte, im Vergleich zu den aus der Lite- 
ratur bekannten vWF-Triplett-Strukturen des plasmatischen vWF. 

Tabelle 5 und Tabelle 6 zeigen die spezif ische Ristocetin-Co- 
f actor- Aktivi tat ( RistCoF/ vWF:Ag ) fttr p-vWF und r-vW. 



Tabelle 5: Spezif ische Ristocetin-Cof actor Aktivitat fur ver- 
schiedene p-vWF-Fraktionen 



Probe 


Spezif ische RistCoF-Aktivitat 
(mU RistCoF / vWF:Ag) 


p-vWF/LMW 


3 


p-vWF/MMW 


10 


p-vWF/HMW 


56 



Tabelle 6 : Spezif ische Ristocetin-Cof actor-Aktivit£t f iir ver- 
schiedene r-vWF-Fraktionen 



Probe 


Spezifische RistCoF- Aktivitat 
(mU RistCoF / vWF;Ag) 


r-vWF/LMW 


1 


r-vWF/MMW 


6 


r-vWF/HMW 


41 



Beispiel 6: Bindung von p-vWF und r-vWF an PlSttchen 

In einer weiteren Untersuchung wurde die Bindung von p-vWF und 
r-vWF an Piattchen untersucht. p-vWF/HMW bzw, r-vWF/HMW wurden 
mit konstanter Konzentration an Piattchen und Ristocetin inku- 
biert. Anschlieflend wurden die Piattchen durch Zentrif ugation 
abgetrennt ( Piattchensediment , gebundener vWF) und ein Ober stand 
( nicht gebundener vWF ) erhalten . Im Ausgangsmaterial und im 
Uberstand wurde vWF:Ag und die Pl&ttchen-gebundene Menge an vWF 
bestimmt. Als Kontrolle wurden idente Inkubationen ohne Ristoce- 
tin durchgef Uhrt . Diese ergaben keine vWF-Pl&ttchenbindungen. 
Das Verhaitnis aus vWF-Konzentration im Inkubationsansatz und 
Plattchen-gebundenem vWF ist in Figur 8 dargestellt und zeigt im 
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direkten Vergleich das Bindungsverhalten von p-vWF/HMW und r- 
vWF/HMW. AnschlieBend an die Inkubationen wurden sowohl die 
Oberstande (nicht gebundener vWF) als auch vWF im Piattchensedi- 
ment (gebundener vWF) auf Multimerzusanunensetzung untersucht . 
Die Ergebnisse der Multimeranalyse sind in Figur 9 zusanunenge- 
stellt . 

Beispiel7: 

Bestimmung der Stability* von gereinigtem Faktor VIII/vWF- 
Komplex 

Durch Anionenaustausch- bzw. Heparin-Af f iniatschromatographie 
erhaltene Fraktionen wurden auf die Stabilitat der vWF-Multimere 
sowie der Faktor VIII-Aktivitat untersucht. Dazu wurden die in 
den einzelnen Reinigungschritten erhaltenen Fraktionen bei 
-20°C, 4°C und Raumtemperatur fur eine Zeitdauer bis zu 60 Tagen 
gelagert und jeweils nach 0, 1, 3, 5, 10, 15, 20, 30 und 60 Ta- 
gen Proben einer vWF-Multimeranalyse, einer Faktor VIII :C- und 
vWF-Ristocetin-Cof aktor-Aktivitatsbestimmung unterzogen . Die 
Eluate der Anionenaustauschchromatographie bzw. Heparin-Af fini- 
tatschromatographie, bei denen durch Lysin-Sepharose die Plasma- 
protease bzw. durch Calciumchlorid-Elution die Vitamin K-abhan- 
gigen Faktoren selektiv entfernt worden waren, zeigten dabei die 
grbBte Stabilitat. Das vWF-Multimermuster war in diesen Proben 
auch nach 30 Tagen unver&ndert, w&hrend in den Proben, die kei- 
ner Lysin-Sepharose-Chromatographie bzw . Calciumchlorid-Elution 
unterzogen worden waren, abhangig von der Zeitdauer ein Auftre- 
ten von proteolytischen vWF-Abbauprodukten zu erkennen war. Ins- 
besondere ist daher fQr die Erhaltung der Stabilitat der hoch- 
molekularen vWF-Multimeren die Entfernung von im Ausgangsmate- 
rial vorhandenen Plasmaproteinen notwendig, da diese die Lager- 
stabilitat stark beeinflufien bzw. herabsetzen. 

Beispiel 8: 

Erhdhung der Stabilitat des gereinigten Faktor VIII-Komplexes 
durch Zugabe von gereinigten hochroolekularen vWF-Multimeren 

Zu verschiedenen durch chromatographische Reinigungsschritte 
erhaltenen Faktor VIII- bzw. Faktor VIII/vWF-Komplex-haltigen 
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Fraktionen wurden unterschiedliche Mengen an gereinigtem p-vWF/ 
HMW Oder r-vWF/HMW zugegeben, die Mischungen be± 4°C und Raum- 
temperatur Qber einen Zeitraum bis zu 40 Tagen inkubiert und die 
vWF-Multimerzusammensetzung sowie die Faktor VIII :C- und vWF- 
Ristocetin-Cofaktor-Aktivitat nach 0, 1, 5, 10, 20, 25, 30, 35 
und 40 Tagen bestimmt. Die StabilitSt der vWF-Multimere sowie 
die spezifische Ristocetin-CoFaktor-Aktivit&t war bei Eluaten, 
bei denen durch vorangegangene Chromatographie Plasmaproteine, 
insbesondere Plasmaproteasen, entfernt worden waren, am besten. 
Durch die Zugabe einer vWF/HMW-haltigen Fraktion zu den einzel- 
nen Faktor VIII- bzw. Faktor VIII/vWF-haltigen Fraktionen bzw. 
zum Ausgangsmaterial aus KryoprMzipitat konnte insbesondere in 
den Fraktionen, die gem&B Beispiel 7 eine geringere StabilitSt 
aufwiesen, eine Verbesserung der Stabilitat erreicht werden. Ab- 
hangig von der Zugabe der Menge an hochmolekularen vWF-Multime- 
ren konnte das Auftreten von proteolytischen Abbauprodukten so- 
wie eine Reduktion der spezifische Aktivitat an Faktor VIII und 
vWF-Aktivitat zeitlich hinausgez6gert werden. 

Beispiel 9: 

Virusinaktlvierung von gereinigtem Faktor VIII/vWF-Komplex 
bzw, gereinigtem Faktor VIII/vWF-Komplex nach Zugabe von hoch- 
molekularen vWF-Multimeren und Bestimmung der Faktor VIII :C- und 
vWF-RistoCoF-Aktivit&t 

Einzelne Fraktionen der chroma tographischen Reinigungsschritte, 
sowie Fraktionen, zu denen gereinigte hochmolekulare vWF-Multi- 
mere bzw. Albumin zugegeben wurden, wurden einem Virusinaktivie- 
rungsverf ahren unterzogen. Dazu wurden die Proben fur 10 Stunden 
auf 60 °C erhitzt und anschlieflend fQr 1 Stunde nochmals bei 80 °C 
weiterinkubiert. AnschlieBend wurde eine vWF-Multimer-Analyse 
und eine Bestimmung der AktivitSt der Faktor VIII :C- und spezi- 
fischen vWF-Piattchenagglutinationsaktivitat durchgef uhrt . Es 
zeigte sich, daB insbesondere Proben, die nach Heparin-Af f ini- 
tatschromatographie einen besonders hohen Anteil an hochmoleku- 
laren vWF-Multimeren und keine niedermolekularen vWF-Abbaupro- 
dukte enthalten, sowie eine hohe spezifische Ristocetin-Cof ak- 
tor-Aktivitat aufwiesen, den geringsten Aktivitatsverlust an 
Faktor VIII und vWF zeigten. Auch bei Proben, denen zusatzlich 
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noch eine bestimmte Menge an gereinigten hochmolekularen vWF- 
Multimeren zugesetzt wurde, war der Aktivitatsverlust nach dem 
Inaktivierungsverfahren maximal 10%. Bei den Proben, denen Albu- 
min zugesetzt worden war, sank die spezifische Aktivitat bei Zu- 
gabe des Stabilisators und dann nochmals nach dem Inaktivie- 
rungsverfahren- Dadurch konnte gezeigt werden, daB durch die An- 
wesenheit von ausschlieBlich vWF/HMW bzw. durch Zugabe von hoch- 
molekularen vWF-Multimeren die Stabilitat der Proteine im Faktor 
VIII/vWF-Komplex wesentlich erhttht werden kann, ohne daB die 
spezifische Aktivitat wesentlich reduziert wird. 
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PatentansprUche: 

1. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex, der insbesondere hochmo- 
lekulare vWF-Multimere enthait und frei ist von niedermolekula- 
ren vWF-MolekUlen und proteolytischen vWF-Abbauprodukten. 

2. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB er sine spezifische Piattchenagglutinations- 
aktivitat von mindestens 50 U/mg vWF:Ag aufweist. 

3. Stab±ler Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB er ein molares VerhSltnis von Faktor 
VIII zu vWF zwischen 0,01 und 100 aufweist. 

4. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach Anspruch 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB das molare Verhaitnis von Faktor VIII zu vWF 
zwischen 0,05 und 1 betr&gt. 

5. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspruche 1 
bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB er hochmolekulare plasma- 
tische vWF-Multimere mit einer Duplett-Struktur enth&lt. 

6. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspruche 1 
bis 5, dadurch gekennzeichnet , daB er hochmolekulare rekombi- 
nante vWF-Multimere mit einer Singulett-Struktur enthait. 

7. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 
bis 6, dadurch gekennzeichent , daB die hochmolekular^n vWF-Mole- 
ktile hohe strukturelle Integrit&t aufweisen. 

8. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB er frei ist von Plasmaprotei- 
nen, insbesondere von Plasmaproteasen, und frei von Fibrinogen 
und Fibronektin ist. 

9. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspruche 1 
bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB er in Lbsung lagerstabil ist. 
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10. Stabiler Faktor VIII/vWF-Komplex nach inem der Anspriiche 1 
bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB er zur Inaktivierung bzw. Ab- 
reicherung von Viren behandelt ist. 

11. Stabiles, virussicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat, ent- 
haltend insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere mit hoher 
struktureller Integritat, wobei die vWF-Multimeren aus einer 
Singulett- Oder einer Duplett-Struktur bestehen und frei sind 
von proteolytischen Abbauprodukten des vWF. 

12. Stabiles, virussicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat nach 
Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , daB es eine spezifische 
Piattchenagglutinationsaktivitat von mindestens 50 U/mg vWF:Ag 
aufweist. 

13. Stabiles, virussicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat nach 
einem der Anspriiche 11 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB es 
ein molares VerhSltnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 0,01 und 
100 aufweist . 

14. Stabiles, virussicheres Faktor VIII /vWF-Komplex-Konzentra t 
nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, daB das molare Ver- 
haitnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 0,05 und 1 betr&gt. 

15. Stabiles, virussicheres Faktor VIII-Komplex-Konzentrat nach 
einem der Anspriiche 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB es 
frei ist von Plasmaproteinen, insbesondere von Plasmaproteasen, 
und frei von mikrobiologischen und molekularbiologischen Patho- 
genen ist. 

16. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend einen stabilen 
Faktor VIII/vWF-Komplex nach einem der Anspriiche 1 bis 15. 

17. Pharmazeutische Zusammensetzung nach Anspruch 16, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie einen physiologisch akzeptablen Trager 
enthSlt. 

18. Verwendung eines stabilen Faktor VIII/vWF-Komplexes nach 
einem der Anspriiche 1 bis 15 zur Behandlung von Hamophile A 
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und/oder verschiedener Formen des von Willebrand-Syndroms. 

19. Verfahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex, dadurch gekennzeichnet, daS Faktor VIII/vWF-Komplex aus 
einer Proteinl6sung an einen Heparin-Af f init&tstrfcger gebunden 
wird und Faktor VIII/vWF-Komplex bei einer Salzkonzentration 
zwischen > 200 und £ 300 mM gewonnen wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Proteinlttsung eine Plasmaf raktion oder ein KryoprSzipitat , ent- 
haltend Faktor VIII/vWF-Komplex, verwendet wird. 

21. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB als 
Proteinl6sung ein zellf reier Kulturiiberstand von trans formierten 
Zellen, der Faktor VIII/vWF-Komplex enthalt, zum Einsatz kommt. 

22. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daS als 
ProteinlSsung eine angereicherte Proteinf raktion verwendet wird. 

23. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 22, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Af f initatstr^ger ein TrSger mit daran ge- 
bundenem Heparin verwendet wird, vorzugsweise AF-Heparin 
Toyopearl® (Tosohaas), Heparin EMD-Fraktogel® oder Heparin- 
Sepharose Fast Flow®. 

24. Verfahren nach einem der XnsprQche 19 bis 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Puffersystem fur die Af f initatschromato- 
graphie eine Pufferl5sung bestehend aus Puf f ersubstanzen, vor- 
zugsweise Tris/HCl-Puf fer, Phosphatpuf f er oder Citratpuffer und 
gegebenenf alls Salz verwendet wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 24, dadurch ge- 
kennzeichnet , daB die Af f initatschromatographie in einem pH-Be- 
reich von 6,0 bis 8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,4, 
erfolgt. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 25, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Salz NaCl verwendet wird. 



WO 97/34930 



- 35 - 



PCT/AT97/00055 



27. Verfahren nach einem der Anspruche 19 bis 26, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi ein Faktor VIII/VWF-Komplex mit einer spezi- 
fischen Aktivitat von Faktor VIII :C von mindestens 50 U/mg Pro- 
tein und einer spezifischen Piattchenagglutinationsaktivitat von 
mindestens 50 U/mg vWF erhalten wird. 

28. Verfahren nach einem der Anspriiche 19 bis 27, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine Faktor VIII/vWF-Komplex-haltige Fraktion, 
enthaltend insbesondere hochmolekulare vWF-Multimere, erhalten 
wird, die frei ist von niedermolekularen vWF-Multimeren und vWF- 
Abbauprodukten. 

29. Verfahren zur Gewinnung von stabilem Faktor VIII/vWF-Kom- 
plex, bei dem Faktor VIII/vWF-Komplex aus einer unreinen Prote- 
inl6sung an einen Anionenaustauscher gebunden wird, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB kontaminierende Plasmaproteine bei einer Salz- 
konzentration von £ 200 mM mit CaCl 2 selektiv eluiert werden und 
anschlieBend Faktor VIII/vWF-Komplex vom Anionenaustauscher mit 
einer Salzkonzentration zwischen > 200 und £ 400 mM erhalten 
wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekennzeichnet , daB die 
kontaminierenden Proteine Plasmaproteine sind. 

31. Verfahren nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Plasmaproteine insbesondere Vitamin K-abh^ngige Faktoren, Plas- 
maproteasen, Fibronektin oder Fibrinogen sind. 

32. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 bis 31, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das CaCl 2 im Elutionsmittel in einer Konzen- 
tration zwischen 1 mM und 15 mM, vorzugsweise von 10 mM, ver- 
wendet wird. 

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 29 bis 32, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Elution in einem pH-Bereich von 6,0 bis 
8,5, vorzugsweise bei einem pH-Wert von 7,4, erfolgt. 

34. Verfahren nach einem der Anspruche 29 bis 33, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Salz NaCl verwendet wird. 
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35. Verf ahren nach einem der Anspriiche 29 bis 34, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein Faktor VIII/vWF-Komplex, enthaltend ins- 
besondere hochmolekulare vWF-Multimere, erhalten wird, der frei 
ist von niedermolekularen vWF-Molekiilen und vWF-Abbauprodukten. 

36. Verf ahren nach einem der Anspriiche 29 bis 35, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die Fraktion, enthaltend den gewonnenen Faktor 
VIII/vWF-Komplex, einem weiteren chromatographischen Schritt, 
vorzugsweise einer Af f initStschromatographie, unterzogen wird. 

37. Verf ahren nach Anspruch 36, dadurch gekennzeichnet , daB als 
Af f initatschromatographie eine Heparin-Chroniatographie gemaB 
einem der Anspriiche 19 bis 27 ist. 

38. Verf ahren zur Herstellung eines stabilen Faktor VIII/vWF- 
Komplexes, dadurch gekennzeichnet, daB einem Ober ein chroma- 
tographisches Verf ahren gereinigten Faktor VIII- Oder Faktor 
VIII-Komplex eine gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF- 
MolekUlen zugesetzt wird, wodurch ein Faktor VIII/vWF-Komplex 
mit einem molaren Verh&ltnis von Faktor VIII zu vWF zwischen 
0,01 und 100, vorzugsweise zwischen 0,05 und 1, erhalten wird. 

39. Verf ahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daB der 
gereinigte Faktor VIII- oder Faktor VIII-Komplex aus einer 
Plasmaf raktion gewonnen wird. 

40. Verf ahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daB der 
gereinigte Faktor VIII- oder Faktor VIII-Komplex aus einem zell- 
freien Zellkulturuberstand von transf ormierten Zellen gewonnen 
wird. 

41. Verf ahren nach Anspruch 38 , dadurchgekennzeichnet , daB die 
gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen aus plasma- 
tischem vWF besteht. 

42. Verf ahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet, daB die 
gereinigte hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen aus rekom- 
binantem vWF besteht. 



BNSOOCID: <WO_9734830A1JL> 



WO 97/34930 



- 37 - 



PCT/AT97/00055 



43. Verfahren nach einem der AnsprUche 38 bis 42, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB eine hochmolekulare Fraktion von vWF-Molekulen 
mit einer spezifischen Piatrtchenagglutinationsaktivitat von min- 
destens 50 U/mg vWF:Ag gewonnen wird. 
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Figur 1: vWF-Mul timer- Analyse vor und nach 

Anionenaustauschchromatographie 



A:+CaCl 2 B: -CaCl 2 



A 

c d 



B 




a: aufgeldstes Kryoprazipitat , 

b: Alu-Uberstand, 

c: nicht-gebunden an Anion-Austauscher , 

d: 180 mM NaCl Eliiat +/- 10 mM CaCl 2 , 

e: 200 mM NaCl Eluat ', 

f: 4 00 mM NaCl Eluat. 
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Figur 2 : Nachweis von Faktor II in einzelnen Fraktionen 

vor und nacb Anionanaue tauschchronatographi 



A B C D E F O 



# 



A: Faktor II-Standard 

B: aufgel6stes Kryoprazipitat 

C : Alu-tJberstand 

D: 180 mM NaCl Eluat 

E: 400 mM NaCl Eluat 

F: 180 mM NaCl/ + 10 mM CaCl 2 Eluat, 

G: 400 mM NaCl Eluat. 
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Pigur 3: Protein S in den einzelnen Fraktlonen 

vor und nach Anionenaustauschchromatographie 



A B C D B F G 




A: Procein S-Standard 

B: aufgelfistes Kryoprazipitat 

C: Alu-Cbersfeand 

D: 180 mM NaCl Eluat 

E: 400 raM NaCl Eluat 

F: 180 mM NaCl/+10 mM CaCl 3 Eluat 

G: 400 mM NaCl Eluat 
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Figur 4 Faktor IX in den einzelnan Fraktion n 

vor und nach Anionenaustauschchromatographie 



A B C D E 




A: Faktor IX- Standard 

B: aufgelostes KryoprSzipitat 

C: Alu-Oberstand 

D: 180 mM NaCl/lO mM CaCl a Eluat 
E: 400 mM NaCl Eluat 

ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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riyur 3 r xasmxnogen in inzeln n Praktion 

vor und nach Anionenaustauschchromatographie 



A B C D 




A : Plasminogen-Standard 

B: aufgel&stes KryoprSzipitat 

C: 4 00 mM Eluat Anionen-Austauscher 

D: Eluat Lysin-Sepharose 
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Figur 6 vWF-Mul timer analyse vor und nach Heparin - 
Af fini tats chroma tographie 



A B C D 




A: Ausgangsmaterial vor Heparin-Af f initatschromatographie , 

B: Faktor VIII/vWF-Komplex Eluat 160 mM NaCl , 

C: Faktor VIII/vWF-Komplex Eluat 230 mM NaCl, 

D: Faktor VIII/vWF-Komplex Eluat 300 mM NaCl 
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Figur 7 vWF-Multimeranalyse von p-vWF und r-VWF vor und nach 
Heparin - Af f ini tat s chroma tographi e 
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I. p-vWF II. r-vWF 



A : p - vWF- Ausgangsmat e r i a 1 

B: p-vWF/LMW 

C: p-vWF/MMW 

D: p-vWF/HMW 



A : r- vWF- Ausgangsmat erial 

B: r-vWF/LMW 

C: r-vWF/MMW 

D: r-vWF/HMW 
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Figur 8 Vorgleich der Bindung von r-vWF/HMW und p-vWP/HMW 
an Plattchen. 

Graphische Darstellung der zugegebenen Menge an vWF und 
Plattchen-gebundenen Menge an vWF. 



vWF- Plattchenbindung 
Vergleich r-vWF / pd-vWF 
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Pigur 9 Bindung von p-vWF/HMW und r-vWF/HMW an Plattchen und 
Mul t inter ana ly s e 

A: p-vWF/HMW; 

B: r-vWF/HMW; 

a: Nicht gebundener vWF; 

b: Plattchen- gebundener vWF; 

C: vWF-Ausgangsfraktion nach Af f initatschromatographie . 

A 

a b c 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the fol lowing reasons : 



1. f~X] Claims Nos.: 8 

' — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Remark: Although claim 1 8 relates to a method for treatment of the human or animal body 
(diagnostic procedure conducted on the human or animal body), the search was carried out, 
based on the alleged effects of the compound. 

2. | j Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. j~n Claims Nos.: 

— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 
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1 . [ | As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims 

2. [ | As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. J As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



Remark on Protest | [ The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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A, KLASSLFIZ1ERUNG OES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 6 C07K14/755 A61K38/37 



Nach der International en Patentkiassftkation (IPK) odq- nach dcr naponalcn Klassifikation und der [PK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchictter Mindestpnifstoff (Klassifikaaonssystem und KJasafikattonssymbole ) 

IPK 6 C07K A61K 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufnoff gehorende Veroffentlichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der mternaoonaten Recherche konsuitierte elektromsche Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendele Suchbegnffe) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kate gone' Bezeichnung der Veroffentiichung, sowat erforderiich unter Angabe der m Betracht kommenden Tale 



DE 35 04 385 A (THE SPECIAL TRUSTERS FOR 

ST. THOMAS' HOSPITAL, LONDON, GB) 

14. August 1985 

in der Anmeldung erwahnt 

siehe das ganze Ookument 

EP 0 600 480 A (SCLAVO S.P.A.) 8.Juni 1994 
in der Anmeldung erwahnt 
siehe das ganze Ookument 

THROMBOSIS RESEARCH 84 (1). 1996. 55-66, 
XP000674503 

FISCHER B E ET AL: "Effect of 
multimerization of human and recombinant 
von Willebrand factor on platelet 
aggregation, binding to collagen and 
binding of coagulation factor VIII." 
siehe das ganze Dokument 
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■ Besonderc Kategonen von angegebenen V erbfTentli chungen 

'A' Veroffenthchung, die den aUgcmetnen Stand der Technik defiraen, 
aber nicht als besonders bedeutsam artzusehen ist 

"E* al teres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem international en 
Anmcidedatum vcrdfTenUicht wordcn ist 

*L" VeroffenUichung, die reeignet ist einen Prioritatsanspnich zwetfdhaft er- 
schonen zu laxsen, oder durch die das Veroffentfichungsdatum eincr 
anderen im Recherchcnbencht genaraiten Veroffenuichung belegt wcrden 
soil oder die aus ctnem anderen btauiidcrtn Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

*0" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbanmg, 

eine Bcnutzung, eine Ausstdlung oder andere MaiJnahmcn bcaeht 

"P* VcrdfTenilichung, die vor dern intemauonalen Anmeldedamm, aber nach 
dem beanspruchten Priori tatsdaium verdffcnllicht wordcn ist 



T Spalere Veroffentiichung. die nach dem international en Anmddedatum 
oder dem PriontatsdaOim veroffendicht wordcn ist und mil der 
Anmeldung nicht kollidsert, sondern nur zumVeritandnis des der 
Erftndung zugrundcliegenden Pnnaps oder der ihr zugrundeuegenden 
Thcoric angegeben ist 

*X' Veroffentiichung von besondcrer Bedeuttmg; die beanspruchu Erfindun« 
karm allein aufgrund dieter Veroffendichung mcht als neu oder auf 
erftnderischcr Tiugkot beruhend bctrachtct werden 

*Y" Veroffendichung von besondcrer Bedeuttmg; die beanspruchte Erfindung 
kaim rucht als auf erfinderischcr Tabgkeit beruhend betrs^htet 
werden, wenn die Veroffentiichung nut aner oder mehreren anderen 
Verdffentiichungcn dieter Kate son c in Verbindung gebracfat wird und 
diesc Verbindung fur einen Fachmann nahelicgena ut 

'A' Veroffendichung. die Mitglicd dcrsclben Patentfamilie ist 
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Fcld I Bemerkungen zu den Anspritchen, die sich ais nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt i auf Blatt i) 



Gemafl Artike! I7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur besummte Anspruche kcin Recherchenbericht ersuilt 



Anspruche Nr. 8 .. . . 

weii Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde mcht verpflichtet ist, namitch 

Bemerkung: Obwohl der Anspruch 18 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschllchen/tlerischen Korpers (Dlagnostizierverfahren , das am menschll- 
chen/tleri schen Korper vorgenommen wird), bezieht, wurde die Recherche 
durchgefuhrt und griindete sich auf die angefuhrten Wirkungen der Verblndung 

2. Anspruche Nr. 

wed sie sich auf Teile der intern *ti on mien Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen jo wenig entsprecrten. 

dafl eine sinnvotle Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. Anspruche Nr. 

' J :i i» J.t, 



weil es sich dabei um abhangsge Anspruche handett, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefaQt sind. 



Fcld II Betnerkungcn bei mangdnder Cinhettlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt I) 



Die internauonale Recherchenbehdrde hat festgestellt, dafl diese Internationale Anmeidung mehrere Erfindungen enthalu 



1 1 F~ 1 d a Anmeider alic erfor der lichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, crstreckt rich dieser 
1 1 internauonale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der internationalen Anmeldung. 

2 Da fur aJte recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen At bet ts auf wand durchgefuhrt werden konnte, der eine 

1 1 zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Internationale Recherchenbehdrde nicht zur Zahlung einer sotehen 

Gebiihr aufgeforderc 



y 

3. 



□ Da der Anmeider nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, ersireckt sich dieser 
Internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche der internationalen Anmeldung, fur die Gebuhren entrichtet worden 
sind, namlich auf die Anspruche Nr. 



4 rjcr Anmeider hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internauonale R f^ er ~ 

chenbencht b e sen rank t sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Ansprucnen er- 

faflu 



Betncrkuneen hinricnUich etnes Wiaerepnictes 



[ | Die zusatzlichen Gebuhren wurden vorn Anmeider unwr Wider spruch gezahtl 
| | Die Zahlung zusatzlicher Gebuhren erfalgte ohne Widerspruch. 
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